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(57) Abstract 

Dual-phase compositions containing a polymer selected from hyaluronic acid and its salts, method for preparing the compositions, 
and filler materia) useful in corrective and plastic surgery based on said dual-phase compositions. The compositions comprise an injectable 
suspension with a dispersed phase composed of insoluble fragments of a hydrogel of said strongly cross-linked polymer and a continuous 
phase composed of an aqueous solution of said polymer and/or another biocompatible polymer, selected from proteins, polysaccharides and 
derivatives thereof, non cross-linked or weakly cross-linked. 

(57) Abreg* 

La prtscnte invention a pour objets: des compositions biphasiques renfermant un polymere choisi parmi 1'acide hyaluronique et ses 
sels, un procedd de preparation desdites compositions, un mate riau de comblement, utile en chirurgie r6 para trice et en chirurgte esthetique, a 
base desdites compositions biphasiques. Lesdites compositions consistent en une suspension injectable dont la phase dispersee est constituee 
de fragments insoluble* d*un hydrogel dudit polymere fortement reticule* et dont la phase continue est constituee d'une solution aqueuse 
dudit polymere et/ou d'un autre polymere biocompatible, choisi parmi les proteines, les polysaccharides et leurs derives, faiblement ou pas 
reticuleXs). 
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Compositions friphasiqyigs intertables renfermant <te Tacito hvalurpniquCi 
nptamm?nt mites cn chiirorgtes reparetric? gstttetjqvc- 

La presente invention a pour objets : 

- dcs compositions biphasiques renfcrmant un polymere choisi parmi 
5 1'acide hyaluronique et ses sels, 

- un proc£de de preparation desdites compositions, 

- un materiau de comblement, utile en chirurgie reparatrice et en 
chinirgie esth6tique, a base desdites compositions biphasiques. 

La presente invention propose notamment une solutions satisfaisante au 

10 probleme technique du comblement durable des defauts de volume de la peau, tels 
les rides ou cicatrices, notamment au niveau du visage. Elle propose plus 
gen6ralement une formulation originate a base d'acide hyaluronique. 

Ledit acide hyaluronique est un glycosaminoglycanne ou 
mucopolysaccharide de poids moleculaire 61eve que Ton trouve dans les tissus 

15 animaux tels que les cordons ombilicaux, l'humeur vitr6e, le liquide synovial, les 
cretes de coq, la peau, les tissus connectifs (articulations, tendons ...) ... Ledit acide 
peut ainsi etre obtenu naturellement par extraction a partir de certains desdits tissus 
animaux (des cretes de coq et cordons ombilicaux notamment). II peut dgalement 
etre obtenu par fermentation bacterienne. 

20 La structure chimique dudit acide est celle d'un polymere presentant des 

monomeres disaccharidiques de N-ac6tyl-D-glucosamine et d'acide-D- 
glucoronique, ladite amine et ledit acide etant relies par une liaison glucosidique 
01 3. Les monomeres disaccharidiques sont eux relies entre eux par des liaisons 
glucosidiques 01 4 pour generer la chaine polysaccharidique non reticulee, sans 

25 embranchement. 

Ladite chaine presente toutefois, au niveau de ses monomeres, des 
fonctions qui permettent de la reticuler chimiquement afin de cr£er un reseau plus 
ou moins dense. 

On sait, d'une manierc generate, que toute molecule est beaucoup plus 
30 resistante a la degradation et a la chaleur lorsqu'elle est reticulee. Ainsi 1'interet de 
reticuler 1'acide hyaluronique rdticule est— il connu. Ledit acide hyaluronique 
reticull est beaucoup plus stable dans l'organisme que la molecule d'acide 
hyaluronique. II resiste egalement mieux a une sterilisation a l'autoclave. 

Lacide hyaluronique est connu pour ses propri6t6s viscoelastiques ainsi 
35 que sa tres grande propension a absorber l'eau. Ses proprietes expliquent en grande 
partie l'elasticitc de la peau. Ses biocompatible, tolerance et toxicite ont 6te 
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largcment etudiees dans la mcsurc ou depuis plus de 10 ans, cette molecule a des 
applications dans les domaincs mtdicaux et cosmetiques. II est notamment connu 
de 1'utiliser en chimrgie ophtalmologique, pour soigner Tosteoarthrite, pour soigner 
les grands bruits. 

Selon l'ait anttrieur, on a done dej& decrit de nombreuses compositions, 
de difftrents types, renfermant de 1'acide hyaluroniquc. On a notamment dtcrit : 

- dans le brevet US-A-5,137,875 : des solutions ou dispersions 
injectables de collagene renfermant de 1'acide hyaluroniquc en solution ainsi que 
leur utilisation pour combier des vides dans les tissus mous; 

- dans le brevet US-A-4,716,154 : un gel d'acide hyaluronique reticule, 
substitut de 1'humeur vitree; 

- dans la demande EP-A-0 466 300 : un gel viscoelastique comprenant 
une phase gelatineuse (ayant subi une reticulation de faible taux) disperse dans 
une phase liquide (n'ayant pas subi de reticulation) ; lesdites deux phases ayant 
avantageusement ete prepares a partir de fibres de Hylan (acide hyaluronique 
naturel modifit chimiquement in situ dans le but de faciliter son extraction des 
tissus) . On prtconise d'utiliser lesdites compositions dans de nombreux contextes 
du domaine mtdical. 

Selon le premier objet de l'invention, comme prccist ci-dessus, on 
propose des compositions biphasiques qui renferment de 1'acide hyaluronique ou 
Tun de ses sels (dit le polymfcre) et qui presentent une structure originale . Lesdites 
compositions consistent en une suspension injectable dont la phase dispersee est 
constitute de fragments insolubles d'un hydrogcl dudit polymfcre fortement r6ticu!6 
et dont la phase continue est constitute d'une solution aqueuse dudit polymere 
et/ou d'un autre polymere biocompatible, choisi parmi les prolines, les 
polysaccharides et leurs derives, faiblement ou pas reticul6(s). 

On emploie dans la suite du present texte le terme acide hyaluronique 
comme nom generique pour designer aussi bien Tacide hyaluronique per se que ses 
sels et notamment les sels de hyaluronate . Les compositions biphasiques de 
l'invention renferment avantageusement a titre de polymere choisi parmi Tacide 
hyaluronique et ses sels, au moins dans leur phase dispersee, du hyaluronate de 
sodium. On precise d£ja que ledit hyaluronate de sodium intervenant est 
avantageusement d'origine bacterienne. 

Les compositions biphasiques de l'invention sont des compositions 
injectables. Elles ont ete formulees dans cette optique. Cest notamment a cette fin 
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qu'elles rcnfcrmcnt unc phase continue; ladite phase servant de vehicule d'injection 
aux fragments de la phase dispersee. 

Le qualificatif injectable, employe dans le present texte, signifie 
injectable manuellement au moyen de seringues munies d'aiguilles classiques. Les 
5 compositions biphasiques de I'invention sont part i cu li ere ment interessantes en ce 
qu*elles peuvent etre formulas pour etre injectables au moyen d'aiguilles tres fines 
(d'un diametre compris entre 0,3 et 0,5 mm). L'homme du metier comprend que le 
parametre determinant est celui de la plus grande dimension des fragments en 
suspension. Dans le cadre de la presente invention, il est notamment possible de 
10 foimuler des compositions, renfermant de 1'acide hyaluronique, injectables au 
travers d'aiguilles hypodermiques de 30 G, 26 Gl/2, 25 G. Lesdites compositions 
constituent la variante la plus avantageuse des compositions de I'invention. 

On developpe ci-aprfes les caracteristiques principales de chacune des 
phases des compositions biphasiques de I'invention. 
15 La phase continue qui, comme deja precis^ ci-dessus, sert de vehicule 

d'injection est constitute d'unc solution aqueuse qui, de faqon caracteristique, 
renferme de 1'acide hyaluronique (ou Tun de ses sels) et/ou un autre polymere 
biocompatible choisi parmi les protdines, les polysaccharides et leurs derives. Ledit 
acide hyaluronique et/ou l'autre polymere intervient non reticule ou faiblement 
20 reticule (par rintcrmediaire d ! un agent reticulant). II convicnt que la viscosite de 
ladite phase continue demeure compatible avec sa fonction de vehicule d'injection. 
On note que ladite phase continue assure par ailleurs une autre fonction. Apres 
injection et implantation de la composition biphasique, elle protege la phase 
dispersee, elle en ralentit la degradation. 
25 Ladite phase continue peut notamment exister sous la forme d'une 

solution ou sous celle d'un gel. 

II n'est pas exclu du cadre de la presente invention que ladite phase 
continue renferme un melange de polymeres. 

Selon une varbnte avantageuse de I'invention, elle renferme le meme 
30 polymere que la phase dispersee, a savoir 1'acide hyaluronique; ledit acide 
hyaluronique intervenant toutefois, au sein de ladite phase continue a un taux de 
reticulation bien moindre, voire nullement reticule. L'intervention de 1'acide 
hyaluronique dans les deux phases est largement pr6f£r£e au vu des propri€tes 
avantageuses de ce produit qui peut notamment etre obtenu par voie bacterienne, 
35 par voie cellulaire (done exempt de tout contaminant du type virus ou prion) et qui 
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presente a la fois un fort caractere gelatineux, un pouvoir lubrifiant appreciable, 
une bonne biocompatibilite ainsi qu'une bonne tenue dans l organisme. 

Les autres polymeres susceptibles d'intervenir dans la phase continue des 
compositions de l'invention sont f comme indiquc ci-dessus, des proteines ou des 
5 polysaccharides ct lcurs derives. On citcra, a titre nullement limitatif, parmi les 
proteines dont on preconise I'intervention : le collagfene, ralbuminc, l'elastine ... 

parmi les 

polysaccharides ct leurs d6riv6s, dont on preconise 6galement Intervention (autres 
que l'acide hyaluronique) : les sulfates de chondroitine, de kdratan, I'heparine, 
10 l'acide alginique, 1'amidon, la carboxymSthylcellulose ... 

Ladite phase continue renferme en son sein, de faqon caracteristique, des 
fragments insolubles d'un hydrogcl d'acide hyaluronique fortcmcnt r6ticul£. Ces 
fragments insolubles (de geometric variable) constituent de rcclles entites qui sont 
separables de la phase continue djluee par decantation ou centrifugation. Au sein 
15 desdits fragments, l'acide hyaluronique est fortcmcnt rdticuld : un r6seau d'une 
relative densit6 a ti€ constitu6 a partir des chaines d'acide hyaluronique et d'un 
agent reticulant. Ceci est cxpliqu6, quantify, plus avant dans lc present textc. 

L'intervcntion de cc type de fragments (ou particules) renfermant dc 
l'acide hyaluronique, a titre de phase dispersee dans une phase continue telle que 
20 ddcrite ci-dessus confere aux compositions biphasiques de l'invention leur 
structure originate. Elle fait notamment desdites compositions, des precurseurs de 
mat6riaux de comblement ou implants durables, utiles en chirurgie reparatrice et 
en chirurgie esthetique, originaux et particulierement performants. 

Les compositions biphasiques injectables de l'invention sont tout 
25 particulierement destinees a une injection dermique (superficielle, moyenne ou 
profonde) pour une implantation dans le derme. A cet effet, dans le but d'eliminer 
toute sensation desagrdable voire toute douleur au cours de leur injection et 
pendant leur implantation, ellcs sont avantageusement tamponades a un pH 
compris entrc 6,5 ct 7,5 , de preference compris entrc 7 et 7,4 , de faqon encore 
30 plus prSferee cntre 7,2 et 7,3. 

Ainsi, la solution aqueuse (phase continue) d'une part et Thydrogel (phase 
disperse) d'autre part, sont-ils avantageusement tamponnes a ces pH. 
On met generalement en oeuvre un tampon phosphate. 
On precise ci-apres des caracteristiques avantageuses des fragments 
35 constituant la phase dispersee des compositions biphasiques de l'invention. 
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Lesdits fragments pcuvcnt intcrvcnir au scin desdites compositions, a 
l'dquilibrc, sous ou sur-hydratcs. Loisqu'ils sont injectes, sous ou sur-hydratds, ils 
sc mcttcnt a requilibre, apres implantation. En tout 6tat dc cause, ils interviennent 
dans des dimensions (et en une quantitd) compatibles avec les moyens pr6vus pour 
5 leur injection. Avantageusement, plus de la moiti6 desdits fragments ont leur plus 
grande dimension comprise entre 40 et 280 ^m, de preference comprise entre 75 et 
250 jot. De faqon encore plus avantageuse, la quasi-totalite desdits fragments 
prdsente cette caracteristique la. On a alors affaire k des compositions injectables 
au moyen d'aiguilles fines, d f un diametre compris entre 0,3 et 0,5 mm. 
10 On parte de la plus grande dimension desdits fragments, on pourrait 

egalement parler de leur diamfetre equivalent. Les fragments insolubles d'hydrogel 
des compositions biphasiques de Tinvention, sont obtenus, comme cela sera precise 
plus loin dans le present texte, par cisaillement d'une masse et ne consistent done 
g£n£ralement pas en des spheres. 
15 L'hydrogel constitutif desdits fragments a 6t6 obtcnu a partir decide 

hyaluronique fortement reticule par rintermediaire d*un agent reticulant. On 
preconise, pour Tobtcntion dc fragments renfermant une quantite raisonnable dudit 
agent reticulant, d'utiliser comme materiau de depart un acide hyaluronique dont la 
masse moleculaire est superieure ou egale a 1 million de Daltons. Selon une 
20 variante avantageuse, on preconise d'utiliser un acide hyaluronique dont la masse 
moleculaire est comprise entre 1 et 3 millions de Daltons. On preconise par ailleurs 
de mettre en oeuvre ladite reticulation, via les fonctions hydroxyles de Tacide 
hyaluronique, au moyen d'un agent reticulant, dans des conditions qui conduisent a 
un taux de reticulation dudit acide hyaluronique (materiau de depart) caracteris6 
25 par le rapport : nombre total dc fonctions reactives dudit agent reticulant / nombre 
total de motifs disaccharidiques des molecules d'acide hyaluronique presentes 
compris entre 0,8 et 1. 

En fait, le reseau des fragments insolubles des compositions biphasiques 
de invention est k base de molecules decide hyaluronique reli6es par des ponts dc 
30 molecules d'agent reticulant; chacun des motifs disaccharidiques desdites 
mol6cules d'acide hyaluronique ayant avantageusement entre 0,8 et 1 de ses 
fonctions hydroxyles cngagee dans de tels ponts. 

La plage indiquee pour ledit taux de reticulation est une plage optimale. II 
n'est pas exciu de faire intervenir dans des compositions de l'invention des 
35 fragments presentant un tel taux de reticulation en dega de la valeur 0,8 (on vcillera 
toutefois a conserver auxdits fragments leur proprietes intrinseques d'insolubilite) 
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ou au-dela de la valeur 1 (on vcillera alors a ne pas trop alterer la nature dcs 
fragments a base d'acide hyaluronique qui contiendront de plus en plus d'agent 
reticulant). 

A titre d'agent reticulant, on peut faire intervcnir, pour generer Thydrogel 

5 constitutif des fragments insolubles des compositions biphasiques de rinvcntion, 
tout agent connu pour reticuler l'acide hyaluronique par l'intermediaire de ses 
fonctions hydroxyles - agent reticulant au moins bifonctionnel - ct notamment un 
polyepoxyde ou ses ddrives. A titre de tel agent reticulant, on peut notamment faire 
intervenir l'epichlorhydrine, le divinylsulfone, le l,4-bis(2,3- 

10 epoxypropoxy)butane (ou l,4-bis(glycidyloxy)butane ou encore 1,4-butanediol 
diglycidyl ether = BDDE), le l,2-bis(2,3-6poxypropoxy)€thylene, le l-(2,3- 
epoxypropyl)-2,3-£poxy cyciohexane ... II n'est pas exclu du cadre de Tinvention 
de faire intervenir plusieurs agents r&iculants ... 

On peut par ailleurs caracteriser les fragments insolubles d'hydrogel des 

15 compositions de l'invention par d'autres parametrcs, tels leur teneur en matiere 
seche ou leurs propriety optiques. 

La teneur en matiere sfcche desdits fragments a 6x6 mesurcc dans le cadre 
de rinvcntion, avec lesdits fragments tamponnds (a un pH compris entre 6,5 et 
7,5), a requilibre. Dans ces conditions, lesdits fragments de l'invention presentent 

20 avantageusement un taux de matiere seche compris entre 1,5 et 20 %, encore plus 
avantageusement entre 5 et 15 %. 

Lesdits fragments, dans les memes conditions, transmettent moins de 5 % 
de la lumiere a 400 nm. 

Les compositions biphasiques de Tinvention renferment g6n6ralement de 

25 10 a 200 mg/ml, avantageusement de 20 a 150 mg/ml, desdits fragments insolubles 
en suspension dans leur phase continue. En introduisant une trop grande quantit6 
de phase dispersee dans ladite phase continue, on peut compromettre le caractere 
injectable desdites compositions. En introduisant une trop faible quantity de ladite 
phase disperse dans ladite phase continue, on peut diminuer fortement Tinteret 

30 desdites compositions. Elles ont en effet 6te congues pour autoriser la mise en 
place par injection d'une quantite efficace d'acide hyaluronique fortement reticul6 
(done resistant aux degradations). 11 convient en fait d f optimiser le rapport : masse 
active transpoitee / masse de vehicule d'injection ... 

On precise ci-aprcs des caracteristiques avantageuses de la solution 

35 aqueuse constituant la phase continue des compositions biphasiques de Tinvention. 
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Ladite phase continue renferme de Tacide hyaluronique et/ou un autre polymere 
biocompatible, faiblement ou pas reticule. 

Ladite phase continue peut etre caracteris6e par sa viscosite intrinseque 
[r]]. Ce parametre est donne par la formule : 

dans laquelle t] 0 est la viscosite du solvant, 

T) la viscosite mesurde de la solution, 
c la concentration de ladite solution. 
Ladite phase continue des compositions biphasiques de Tinvcntion a 
10 avantageusement sa viscosite intrinseque comprise entre 1 500 et 3 200 ml/g. De 
preference encore la viscosite intrinseque est comprise entre 2 000 et 2 700 ml/g. 

Ladite viscosite intrinseque de ladite phase continue depend dvidemment 
de la nature du polymere intervenant, de sa concentration et de son taux de 
reticulation. 

15 Ladite viscosite est a optimiser, dans le cadre d'un compromis, dans la 

mesure ou Ton souhaite que ladite phase continue constitue le vehicule d'injection 
des fragments insolubles, d'une part et ralentisse la degradation desdits fragments 
implantes, d'autre part. 

D'une maniere gen6rale, on peut parler d'une optimisation au niveau de la 

20 composition de ladite phase continue; les parametres disponibles £tant la nature du 
(des) polymere(s) intervenant(s), la concentration du(des)dit(s) polymfcre(s), et 
6ventuellement le taux de reticulation du(des)dit(s) polymere(s). 

Quelle que soit la nature dudit polymere intervenant dans la phase 
continue, Thomme du mfitier sait maitriser sa reticulation, lorsque celle-ci est 

25 possible. 

On a vu que selon une variante avantageuse de Tinvention, Tacide 
hyaluronique intervient aussi au niveau de ladite phase continue. Ledit acide 
hyaluronique peut intervenir ici non reticule ou faiblement r£ticul6 On pr6conise 
ici aussi de faire intervenir un acide hyaluronique dont la masse mol£culaire est 

30 superieure ou egale a 1 million de Daltons et encore plus avantageusement un 
acide hyaluronique dont la masse moleculaire est comprise entre 1 et 3 millions de 
Daltons. Lorsque ledit acide hyaluronique est faiblement reticule, on preconise de 
mettre en oeuvre ladite reticulation, via ses fonctions hydroxyles, au moyen d'un 
agent r€ticulant, dans des conditions qui conduisent a un taux de reticulation dudit 

35 acide hyaluronique caracteris6 par le rapport : nombre total de fonctions r^actives 
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dudit agent r&iculant / nombrc total dc motifs disaccharidiques des molecules dc 
1'acide hyaluroniquc presentes, compris cntrc 0,01 ct 0,4. On constate que iedit 
taux de reticulation pour Tacide hyaluronique intcrvenant dans la phase continue 
est g6n€ralement toujours inf£rieur a la moitte de celui de 1'acide hyaluronique 
5 intervenant dans la phase dispersee. 

La reticulation est generalement mise en oeuvre lors de la preparation dc 
la phase continue de la mcmc maniere qu'elle est mise en oeuvre lore de la 
preparation de la phase dispersee; lorsque 1'acide hyaluronique intervient dans 
lesdites deux phases. 

10 Ainsi ladite reticulation de la phase continue fait-elle aussi 

avantageusement intervenir a titre d'agent reticulant un poly6poxyde et notamment 
le l,4-bis(2,3-6poxypropoxy)butane. 

On retrouve, dans cette hypothese, ledit poly6poxyde accroche par des 
ponts ethers aux motifs disaccharidiques des chaines dc 1'acide hyaluronique, 

15 presentes dans les phases continue et disperse. 

Ledit acide hyaluronique, present dans la phase disperse des 
compositions biphasiques de ^invention, voire, avantageusement dans les deux 
phases dispersee et continue desdites compositions (k l'exclusion de tout autre 
polymere selon une variante particuliferement preferee) est de preference un acide 

20 hyaluronique qui a ete obtenu par voie bacterienne. 

Selon la variante pr£f£r£e dc I'invention, on propose une suspension 
injectable telle que definie ci-dessus renfermant de 1'acide hyaluronique, obtenu 
par fermentation bacterienne, dans ses deux phases. Par le biais d'une telle 
suspension hautement biocompatible, on injecte des fragments insolubles avec une 

25 grande facilite et lesdits fragments sont particulierement resistants a la degradation, 
une fois implantes, de par leur structure intrinseque et de par le fait qu'ils sont 
protegds par la phase continue avec laquelle ils ont ete inject6s. 

Selon le second objet de la presente invention, on propose un proc£de de 
preparation des compositions biphasiques decrites ci-dessus. Ledit proc£d6 

30 comprend, de fagon caracteristique : 

- la preparation et la purification d'un hydrogel insoluble d'acide 
hyaluronique fortement reticule; 

- la fragmentation dudit hydrogel par cisaillement; 

- la mise en suspension des fragments dudit hydrogel cisaille dans une 
35 phase continue adequate. 
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Au cours de la premiere des etapes ci-dessus, il convient de pr6parer un 
hydrogel d'acide hyaluronique fortement reticule. A cette fin, on met generalement 
en solution la matiere premiere utilisee (souvent des fibres de hyaluronate de 
sodium) et Ton fait r6agir sur celle-ci un agent reticulant ad6quat en des 

5 proportions adequates. On utilise avantageusement comme materiau de depart un 
acide hyaluronique dont la masse moleculaire est superieurc ou 6gale h un million 
de Daltons, de preference comprise entrc 1 et 3 millions de Daltons, et on le 
rdticule de sorte que le rapport : nombre total de fonctions r6actives dudit agent 
rdticulant / nombre total de motifs disaccharidiques des molecules de Tacide 

10 hyaluronique pr6sentes, soit compris entre 0,8 et 1. A Tissue de la reaction de 
rdticulation, on purifie le melange reactionnel pour en eliminer les reactifs qui 
n'ont pas reagi. Cette purification peut etre mise en oeuvre par extraction a Teau 
ddioniscc dans un soxhlet. L'hydrogel purifte obtenu est alors fragmente par 
cisaillement . Un tel cisaillement gcnere des fragments de geometrie et de taille 

15 non uniformes. L'homme du metier saura optimiser sa mise en oeuvre pour 
Tobtention des fragments ad6quats. 

Lesdits fragments sont ensuite mis en suspension dans la phase continue 
preparee prealablement ou parallelement. 

Ladite phase continue est preparee d'unc maniere analogue si une 

20 reticulation doit etre mise en oeuvre. Avantageusement, ladite phase continue est 
pr£par£e a partir d'un acide hyaluronique dont la masse moleculaire est superieure 
ou £gale a 1 millions de Daltons, de preference compris entre 1 et 3 millions de 
Daltons, et ledit acide hyaluronique est reticule de sorte que le rapport : nombre 
total de fonctions reactives de Pagent reticulant / nombre total de motifs 

25 disaccharidiques des molecules de 1'acide hyaluronique presentes, soit compris 
entre 0,01 et 0,4. Dans la mesure oil une telle reticulation est mise en oeuvre a un 
degre moindre, la purification du produit reticule doit generalement se faire selon 
d*autrcs techniques que Textraction . On peut notamment proc^der par cycles de 
solubilisation / precipitation successifs voire par dialyse. 

30 Si aucune reticulation n'est mise en oeuvre, la phase continue est preparee 

par simple melange de la matiere premiere dans une solution aqueuse. 

Les phases obtenues a Tissue de leur precede de preparation sont plus au 
moins hydratdes. 

Pour leur melange, pour la mise en suspension des fragments d'hydrogel 
35 dans la phase continue, on peut notamment proceder selon Tune ou Tautre des 
variantes ci-dessous, nullement exhaustives : 
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- on peut notamment melanger lcs fragments convenablement hydrates 
dans une phase continue elaboree au taux d'hydratation souhaitee, 

- on peut egalement mdlanger lesdits fragments sees ainsi qu'un produit 
sec pr6curseur de la phase continue et hydrater convenablement ledit melange sec, 

5 - on peut 6galement prdvoir de melanger les deux phases, Tune & T6tat 

sec, rautre k V6tat hydrat6 et d'ajuster si ngcessaire le taux d'hydratation du 
melange. 

La premiere desdites variantes est pr£fer6e. 

Les compositions de Tinvention ainsi preparees peuvent etre 
10 conditionnees, notamment dans des seringues, puis sterilisees, en autoclave par 
exemple. 

On a vu plus haut dans le present texte que Ton preconise leur injection 
dans la peau a titre de mat£riau de comblement, plus precisement a titre de 
precurseur d'un tel materiau de comblement, qui inscrit son efficacit£ dans la 
15 duree. 

Selon son dernier objet, 1'invention conceme done un materiau de 
comblement utile en chirurgie reparatrice et en chirurgie esth6tique, a base des 
compositions biphasiques telles que dlcrites ci-dessus. 

Ledit materiau, de fagon caracteristique, presente une structure qui, apr&s 
20 injection et implantation de celui-ci dans le derme, evolue. 

Suite a la resorption de la phase continue (prevue pour proteger la phase 
dispersee), les fragments de la phase dispersee se regroupent pour generer un film 
stable. Ledit film est une structure tout-a-fait originate. 

On preconise Tutilisation d'un tel materiau de comblement pour combler 
25 notamment les rides du visage telles la ride glabellaire, les rides peri-buccales, les 
sillons naso-geniens, pour att6nucr les pattes d'oie ... 

L'invention est illustree par les exemples ci-apris. 

30 Essmplg 1 

On prepare une composition biphasique de invention a partir d'un unique 
polymere : des fibres de 1'hyaluronate de sodium (de masse moleculaire : 
M w - 2.10 6 ), d'origine bacterienne. 

Deux solutions, a 11,8 % en masse desdites fibres, dans de la soude 
35 0,25 M sont tout d'abord prepares. 
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. 430 fA de l,4-bis(2,3-epoxypropoxy)butane (butancdiol diglycidyl ether 
: BDDE) sont ajoutes a Tune desdites solutions. Le melange, homog6n6is£, est mis 
au bain-marie, a 50 # C, pendant 2 heures. L'hydrogel obtenu est un solide. II est 
purifie (par extraction a Teau d€ionis£e dans un soxhlet) afin d'eliminer de sa 

5 structure a la fois Tagent r&iculant (BDDE) et te polymfcre qui n'ont pas reagi . Au 
sein d'un tel hydrogel, le rapport : nombre total de fonctions r6actives dudit agent 
reticulant / nombre total de motifs disaccharidiques des molecules du polymere 
presentes est de 0,84. A l'equilibre dans du tampon phosphate, lcdit hydrogel - 
fortement reticule - renferme 9,7 % en masse, de matiere s&che. Dans cet etat, il 

10 transmet moins de 5 % de la lumi&re k 400 nm. 

Ledit hydrogel purifie est alore cisaille pour en obtenir des fragments 
solides d'une taille moyenne compris entre 75 et 250 /an. Lesdits fragments sont 
mis en suspension dans un tampon phosphate a pH 7,2, a raison de 6 g pour 100ml 
de tampon phosphate. 

15 . Parallfelement, 31 fi\ de l,4-bis(2,3-epoxypropoxy)butane (butanediol 

diglycidyl ether : BDDE) sont ajoutes a 1'autre desdites solutions. Le melange, 
homogeneise, est 6galement mis au bain-marie, a 50 # C, pendant 2 heures. A Tissue 
de cc chauffage, on obtient un fluide tres visqueux qui doit lui aussi etre puriffc. 
Au sein de ce fluide visqueux, le rapport : nombre total de fonctions reactives dudit 

20 agent reticulant / nombre total de motifs disaccharidiques des molecules du 
polymere presentes, est de 0,12. A partir dudit fluide, on prepare la phase continue 
de la composition biphasique souhaitee. Ledit fluide est en fait purifie par 
solubilisation / precipitation. A Tissue d ! une telle purification, le precipit6 est seche 
puis re-hydrate avec un tampon phosphate a pH 7,2 , a raison de 6 g dudit 

25 precipite pour 100 ml dudit tampon. 

. On melange, alors, dans des proportions de 1/1 la suspension renfermant 
les fragments et la solution aqueuse visqueuse. On obtient une suspension 
injectable, notamment au travers d'aiguilles de 26 G 1/2 a 30 G. 

30 Exemple 2 

On procede, de maniere generate, comme a Texemple 1, sauf que : 

1) pour la preparation de la phase dispersee, on fait intervenir seulement 
250 /il de BDDE; 

2) pour la preparation de la phase continue, on met directement les fibres 
35 d'acide hyaluronique en solution dans le tampon phosphate a pH 7,2 (on ne met 

pas en oeuvre de reticulation); 



WO 96/33751 



PCT/FR96/00636 



12 



3) lore du melange final, phase dispersde / phase continue, on fait 
intervenir lesdites deux phases dans un rapport 2/1. 

De telles suspensions (preparees selon l'exemple 1 et l'exemple 2) ont ete 
5 injectdcs pour combler des rides du visage chez 10 volontaires. On a, en fait, 
inject6 moins d'un miliilitre de telles suspensions a chaque fois. Lc produit, injects 
dans le derme moyen ou profond, n'a provoqu6 aucune reaction ind£sirable, 
notammcnt pas de rdaction inflammatoire, ni de rougcur, ni douleur. Apres trois 
mois, rim plant est toujours present et realise un comblement efficace du defaut 
10 cutand traite. Les suspensions - compositions biphasiques - de 1'invention sont 
efficaccs pour traiter de maniere durable les depressions cutanees. 




o 
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- EsygndisatifiilS - 

1. Composition biphasiquc renfermant un polymere choisi parmi Pacide 
hyaluroniquc ct scs sels, caracterisee en cc qu'elle consiste en unc suspension 
5 injectable dont la phase dispcrs6e est constitute de fragments insolubles d'un 
hydrogel dudit polymfcre fortement rtticult et dont la phase continue est constitute 
d'une solution aqueuse dudit polymere et/ou d ! un autre polymtre biocompatible, 
choisi parmi les proteines, les polysaccharides et leurs derives, faiblement ou pas 
reticul6(s). 

10 2. Composition biphasique selon la rcvendication 1, caracterisee en ce que 

iadite suspension est tampon nee a un pH compris entre 6,5 a 7,5. 

3. Composition biphasique selon Tune des revendications 1 ou 2, 
caracterisee en ce que plus de la moitie desdits fragments ont ieur plus grande 
dimension comprise entre 40 et 280 fim et avantageusement entre 75 et 250 fan. 

15 4. Composition biphasique selon Tune quelconque des revendications 1 a 

3, caracterisee en ce que l'hydrogel constitutif desdits fragments est obtenu a partir 
dudit polymere dont la masse moleculaire est superieure ou egale a 1 million de 
Daltons, avantageusement comprise entre 1 et 3 millions de Daltons et qui a 6t£ 
reticule, via les fonctions hydroxy les dudit polymfere, au moyen d'un agent 

20 reticulant, dans un rapport : nombre total de fonctions reactives dudit agent 
reticulant / nombre total de motifs disaccharidiques des molecules du polymere 
presentes, compris entre 0,8 et 1. 

5. Composition biphasique selon Tune quelconque des revendications 2 a 

4, caracterise en ce que lesdits fragments, a I'equilibre, renferment entre 1,5 et 
25 20 % en masse de matiere seche, avantageusement entre 5 et 15 % en masse. 

6. Composition biphasique selon Tune quelconque des revendications 1 a 

5, caracterisee en ce qu'elle renferme de 10 a 200 mg/ml, avantageusement de 20 a 
150 mg/ml, desdits fragments en suspension dans ladite phase continue. 

7. Composition biphasique selon Tune quelconque des revendications 1 a 
30 5, caracterisee en ce que ladite phase continue presente une viscosite intrinseque 

entre 1 500 et 3 200 ml/g. 

8. Composition biphasique selon Tune quelconque des revendications 1 a 
7, caracterisee en ce que ladite phase continue est une solution aqueuse dudit 
polymere dont la masse moleculaire est superieure ou egale a 1 million de Daltons, 

35 avantageusement comprise entre 1 et 3 millions de Daltons et qui a eventuellement 
ete reticule, via les fonctions hydroxyles dudit polymere, au moyen d'un agent 
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reticulars, dans un rapport : nombre total de fonctions reactives dudit agent 
r&iculant / nombre total de motifs disaccharidiques des molecules du polymere 
presentes compris entre 0,01 et 0,4. 

9. Composition biphasique selon Tune quelconque des revendications 1 a 
5 8, caracterisee en ce que la phase disperse, ainsi qu'evcntuellement la phase 

continue, a etc rcticulce avec un polyepoxyde et notamment le 
1 ,4-bis(2,3-epoxypropoxy)butane. 

10. Composition biphasique selon Tune quelconque des revendications 1 a 
9, caracterisee en ce que l'acide hyaluronique ou son sel, present dans la 

10 suspension, i.e. dans la phase dispersee et eventuellement la phase continue, a ete 
obtenu par voie bacterienne. 

11. Proc£d6 de preparation d'une composition biphasique selon Tune 
quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce qu'il comprend : 

- la preparation et la purification d'un hydrogel insoluble dudit polymere 
15 fortement reticute, 

- la fragmentation dudit hydrogel par cisaillement, 

- la mise en suspension des fragments dudit hydrogel dans une phase 
continue adequate. 

12. Matcriau de comblement utile en chirurgie reparatrice et en chirurgie 
20 esthetique caract6ris6 en ce qu'il est a base d'une composition biphasique selon 

Tune quelconque des revendications 1 a 9, avant injection et ce que, apres 
injection, sa structure evolue, suite a la resorption de la phase continue, vers celle 
d'un film stable resultant du regroupement des fragments de la phase dispersee. 
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